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Basophilen-Degranulationstest 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung der Degranulationsaktivitat von basophilen Granulozyten 
in einer Probe sowie ein dazu geeignetes Reagenzienkit . Wei- 
terhin betrifft die Erfindung auch ein Diagnoseverf ahren auf 
allergische Hypersensibilitat und den Erfolg einer Hyposensi- 
bilisierung. 

Die klassische Einteilung der Allergien nach Coombs und Gell 
gilt heute noch weitgehend als Grundlage zum Verstandnis der 
allergischen Typ-l-Reaktion vom Soforttyp und ist klar defi- 
niert durch eine IgE-vermittelte Immunantwort . Dabei spielen 
T-Zellen mit einem bestimmten Zytokinmuster (Interleukin-4 und 
-5) eine besondere Rolle. B-Lymphozyten werden dadurch zu 
einer Umschaltung auf IgE-Produktion bewegt, welches nur in 
sehr niedrigen Spiegeln im Serum vorkommt und erst nach Zell- 
bindung uber hochaffine Rezeptoren durch deren Degranulation 
der Zellen seine fatale Wirkung entfaltet. Die Zytokine, ins- 
besondere Interleukin-5, bewirken aufierdem eine vermehrte 
Ausreifung von Promyelozyten in eosinophile Granulozyten, die 
durch die Freisetzung toxischer Proteine aus ihren Granula 
Spatschaden insbesondere am Bronchialsystem verursachen. Die 
physiologische Bedeutung der Typ-i-Allergie ist noch vollig 
unklar, ebenso wie die Ursache, warum die T-Zellen ein Zyto- 
kinmuster fur eine IgE-Antwort sezernieren. 

Die Bestimmung von spezifischen IgE-Antikorpern im Serum 
(RAST, CAP u.a.) ist gut etabliert und insbesondere dann hilf- 
reich, wenn bekannte Allergene zu prufen sind oder wenn eine 
Hauttestung gefahrlich oder technisch nicht moglich ist, wie 
z. B. bei Hauterkrankungen oder unter Medikamenteneinf luS. 
Allergene werden dabei kovalent oder mit hoher Affinitat an 
Matrices mit grofier Oberflache ( Schwammchen , Kugelchen, Pa- 
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pierscheiben) gebunden, anschlieSend mit Patientenserum inku- 
biert und dann nach Waschen wird eine Detektion mit einem 
radioaktiven oder enzymmarkierten anti -human- IgE-Antikorper 
durchgef uhrt . Die Menge des gebundenen IgE wird semiquantita- 
tiv in sog. RAST- bzw. CAP-Klassen oder quant itativ in kU 
IgE/1 angegeben. Die Auswertung kann radiometrisch (RAST) oder 
z. B. f luorimetrisch (CAP, Enzym mit fluorogenem substrat) 
erf olgen. 

Die Vorteile dieses Tests sind die leichte Durchfuhrbarkeit 
und eine gute Korrelation mit dem Goldstandard Hauttest bei 
Aeroallergenen bzw. den sog. Atopenen. Allerdings mussen dafur 
schwerwiegende Nachteile in Kauf genommen werden. Diese Nach- 
teile sind z. B. die mangelnde Verfiigbarkeit von seltenen Al- 
lergenen und oft die Epitopveranderungen durch Kopplung der 
Allergene an die Matrix. AuEerdem wird bei kleineren Allerge- 
nen (Haptenen) ein Carriermolekul wie z. B. humanes Serumalbu- 
min benotigt. Weitere Schwierigkeiten werden dadurch verur- 
sacht, daS die Spezifitaten von Serum-IgE und membrangebun- 
denem IgE auf Basophil en und Mastzellen nicht ubereinstimmen 
mussen, da nur ein langsamer Austausch stattfindet. Auch wird 
die Schwelle der Degranulationsbereitschaf t (releasability) 
nicht erfaSt. Die Korrelation mit dem Erfolg einer Hyposensi- 
bilisierung in Form eines IgE-Ruckgangs ist nur bei Insekten- 
gif tallergenen einigermafien befriedigend, d.h. in der Mehrzahl 
der Falle fehlt die Erklarung. Weiterhin muS bei Atopikern mit 
hohem IgE-Spiegel eine Relativieriing der spezifischen IgE- 
Werte erfolgen, d.h. der Gesamt-IgE Spiegel des Patienten muB 
bekannt sein. Die Schwere des Krankheitsbildes korreliert kaum 
mit der Hohe des spezifischen IgE-Spiegels . 

Als vereinfachte Version dieses Verfahrens sind fertige Test- 
streifen entwickelt worden, auf denen verschiedenen Allergene 
aufgebracht sind. Die Auswertung erfolgt durch Vergleich der 
entstehenden Blaufarbung mit einer Farbskala. Inhalationsanti- 
gene, die eine Reaktion in den hoheren RAST-Klassen erzeugen, 
werden gut erkannt . Ansonsten liegen wenig Vergleichsdaten 
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vor. Der Test ist in erster Linie fur niedergelassene Allergo- 
logen ohne groSeres eigenes Labor gedacht. 

Aufgrund der vorstehend genannten Probleme bei der Bestimmung 
von spezif ischem Serum- IgE wurden Tests entwickelt, bei denen 
nach einer Stimulation mit einem Allergen eine Degranulation 
der basophilen Granulozyten bewirkt wird und danach die frei- 
gesetzten Inhaltsstof f e der Granula im Uberstand bestimmt 
werden. Derartige Inhaltsstof fe sind z. B. Histamin (Fa. Immu- 
notech, Fa. IBL) , Leukotriene (CAST-ELISA, Fa. Biermann) oder 
Tryptase (Fa. Pharmacia). Diese Assays sind ausgelegt als 
Enzymimmunoassay im Batchverf ahren und erfordern aufgrund von 
Inkubationsschritten uber Nacht eine Dauer von zwei Tagen. Ein 
weiterer Nachteil in Bezug auf die Histaminbestimmung ist der 
Acylierungsschritt fur das freigesetzte Histamin sowie ein 
oftmals iiberhohter Histamingehalt der Allergenlosungen durch 
bakterielle Verunreinigungen. Weiterhin ist es aus wirtschaft- 
lichen Gesichtspunkten erf orderlich, die Uberstande mehrerer 
Patienten zu sammeln, wodurch es zu einer Befundverzogerung 
kommt. Die Degranulation muS jedoch noch am Abnahmetag aus 
frischem Vollblut erfolgen. 

Es hat daher bereits Versuche gegeben, die Degranulation zy- 
tometrisch nachzuweisen. In einem Ansatz wurde die Absorption 
von basophilen Granula mit einem Technicon H6000 MeSgerat be- 
stimmt. Dabei werden am Bildschirm die Mefepunkte von Hand 
ausgezahlt (Nilsson, Eur. J. Haematol, 45 suppl 53, 50-54, 
1990) . Alternativ erfolgt eine Messung des axialen Lichtver- 
lusts nach Farbung mit Toluidinblau in einem Ortho Cytofluoro- 
graphen (Nakagawa et al . (Allergy 36, 39-47, 1981). Ein wei- 
terer Ansatz besteht darin, ein durchf lufizytometrisches Zwei- 
f arben-Immunf luoreszenzverf ahren durchzuf uhren , wobei unter- 
schiedlich markierte anti-CD45- und anti-IgE-Antikorper ver- 
wendet werden (Gane et al., Cytometry 19, 361-365, 1995). Die- 
ses Verfahren beruht auf einer relativen Erhohung der Expres- 
sionsdichte von CD45 und einer Verringerung der IgE-Antikor- 
perexpression bei Degranulation. Dieses Verfahren hat jedoch 
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den Nachteil, daS die Anderung der CD45 Expressionsdichte nur 
gering ist . 

Keines dieser zytometrischen Verfahren hat aufgrund der ge- 
nannten Nachteile bisher Eingang in die Routine gefunden, da 
sie an bestimmte, nicht allgemein verfugbare Gerate gebunden 
sind oder die Signalunterschiede sehr gering sind. Ferner ist 
die Messung der Basophilen schwierig, da sie im Blut selten 
sind und allein aufgrund der Streulichteigenschaften nur 
schwer von den anderen Leukozyten unterschieden werden konnen. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden Aufgabe be- 
stand somit darin, ein neues Verfahren zur Bestimraung der 
Degranulationsaktivitat von basophilen Granulozyten bereitzu- 
stellen, das einfach und rasch durchzufiihren ist und mit her- 
kommlichen Durchf luSzytometern, die in Krankenhausern .bzw. den 
Laborpraxen weitverbreitet sind, ausgefuhrt werden kann. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung 
der Degranulationsaktivitat von basophilen Granulozyten in 
einer Probe, wobei man 

a) die Probe mit einer Testsubstanz vermischt und inkubiert, 

b) die Probe mit einem ersten Bindemolekul , das mit zell- 
standigen IgE-Antikorpern oder deren hochaf finen Rezepto- 
ren bindefahig ist, und einem zweiten Bindemolekul, das 
mit einem Oberf lachenmolekul , welches bei Degranulation 
de novo an der Oberflache von basophilen Granulozyten 
erscheint, bindefahig ist, vermischt und inkubiert, wobei 
das erste Bindemolekul und das zweite Bindemolekul unter- 
schiedliche nebeneinander nachweisbare Markierungsgruppen 
tragen oder jeweils mit unterschiedlichen nebeneinander 
nachweisbaren Markierungsgruppen bindefahig sind, und 

c) die Markierungen der Bindemolekiile separat bestimmt und 
auf Basis dieser Bestimmung die Degranulationsaktivitat 
in der Probe qualitativ oder/und quantitativ ermittelt . 
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Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren werden zunachst die Baso- 
philen uber die Markierung mit einetn ersten spezifischen Bin- 
demolekul , z. B. einem Antikorper eindeutig bestimmt. Dieses 
erste Bindemolekul bindet an zellstandige IgE -Antikorper Oder 
deren hochaffinen Rezeptoren. Nur Basophile besitzen eine hohe 
Oberf lachendichte an IgE-Molekulen, die gebunden an hochaf f ine 
Rezeptoren (Fc £ Rl) vorliegen. Vorzugsweise werden solche IgE- 
oder Rezeptor-spezif ischen Antikorper verwendet, die nicht zu 
einer Vernetzung des IgE fiihren. 

Die Besonderheit des erf indungsgemaSen Verfahrens besteht 
weiterhin darin, daS ein zweites Bindemolekul verwendet wird, 
das mit einem erst durch die Degranulation an der Oberflache 
erscheinenden Antigen (de novo-Expression) bindefahig ist. Ein 
Beispiel fur ein solches Antigen ist das praformierte lysosom- 
ale Protein gp55, das erst durch die Fusion der Granulamembran 
mit der Cytoplasmamembran im Rahmen der Degranulation an der 
Oberflache erscheint und dort nachgewiesen werden kann. 

Mit dem Begriff "Testsubstanz" wird in der vorliegenden Erfin- 
dung jedes Molekvil verstanden, das eine Aktivierung von baso- 
philen Granulozyten bzw. die Degranulation hervorrufen kann. 
Im allgemeinen ist die Testsubstanz ein Allergen wie etwa 
Pf lanzenpollen, ein Insektengif t , wie etwa Bienen- oder Wes- 
pengift, ein Medikament, wie etwa Penicillin oder ein Latexal- 
lergen. AuSerdem werden mit "Testsubstanz" auch andere biolo- 
gische und synthetische Substanzeh bezeichnet, die eine der- 
artige Aktivierung hervorrufen konnen und im Sinne einer Posi- 
tivkontrolle verwendet werden konnen. Ein Beispiel dafur ist 
das chemotaktische Peptid f MLP . 

In einer Ausfuhrungsform des erf indungsgemaSen Verfahrens wird 
die Probe mit einem die Degranulationsaktivitat verstarkenden 
Stimulans, z. B. einem Zytokin vorinkubiert . Die Menge des 
Zytokins betragt vorzugsweise 0,1-100 ng pro Ansatz. Diese 
Vorinkubation fiihrt zur einer Sensibilisierung der basophilen 
Granulozyten, wodurch die Schwelle der Degranulationsbereit- 
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schaft (releasability) herabgesetzt wird. Das verwendete Sti- 
mulans ist vorzugsweise ein Lymphokin wie etwa ein Inter leukin 
oder ein Wachstumsf aktor wie etwa ein koloniestimulierender 
Faktor (CSF) . Bevorzugt sind IL-3 oder GM-CSF. Die Vorinkuba- 
tion mit dem Zytokin erfolgt ublicherweise vor Schritt (a) des 
erf indungsgemaSen Verfahrens d. h. vor der Zugabe des Aller- 
gens, kann jedoch auch gleichzeitig der Allergen- Inkubat ion 
durchgefiihrt werden. 

Die Inkubation mit einem Allergen als Testsubstanz fuhrt bei 
einer aus einem Allergiepatienten stammenden Probe zu einer 
Aktivierung der basophilen Granulozyten und somit zu einer De- 
granulation, deren AusmaS mit dem AusmaS der allergischen 
Reakion korreliert. Das erste Bindemolekul dient zur Defini- 
tion der basophilen Granulozyten, und das zweite Bindemolekul 
dient zur Definition desjenigen Anteils an basophilen Granulo- 
zyten, bei dem eine Degranulation stattgefunden hat. Der rela- 
tive Anteil der degranulierten Granulozyten kann somit auf 
einfache Weise bestimmt werden durch das Verhaltnis der Zel- 
len, die fur das erste und zweite Bindemolekul positiv sind, 
zu den Zellen, die lediglich fur das erste Bindemolekul posi- 
tiv sind. 

Das vom zweiten Bindemolekul erkannte Antigen ist ublicher- 
weise ein Protein oder ein Glykoprotein, das erst aufgrund der 
Degranulation an der Oberflache erscheint und somit eine ein- 
deutige Unterscheidung zwischen degranulierten und nichtdegra- 
nulierten Granulozyten erlaubt . Bevorzugt ist das Oberflachen- 
molekul gp55 . 

Als erstes und zweites Bindemolekul konnen beliebige biolo- 
gische Substanzen verwendet werden, sofern- sie eine spezi- 
fische Bindung entweder mit IgE-Antikorpern oder deren hoch- 
affinen Rezeptoren bzw. einem degranulationsspezif ischen Ober- 
f lachenmolekul zeigen. Vorzugsweise werden als erstes oder/und 
zweites Bindemolekul ein Antikorper oder ein Ant ikorper frag- 
ment verwendet. Dabei sind monoklonale Antikorper bevorzugt, 
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jedoch auch polyklonale Antikorper sind geeignet . Insbesondere 
fur das erste Bindemolekul sind solche Antikorper oder Anti- 
korper fragment e geeignet, die eine hohe Spezifitat, aber ge- 
ringe Vernetzungs- bzw. Degranulationseigenschaf ten aufweisen 
(z. B. Fab- Fragment e) . Antikorper oder Antikorperf ragmente 
gegen den Fc e -Rezeptor sind besonders als erste Bindemolekiile 
geeignet, da bei einem geringen Teil der Patienten die Zellen 
durch anti-IgE nur unzureichend erkannt bzw. aktiviert werden. 

Weiterhin ist es im erf indungsgemaSen Verfahren bevorzugt, 
nach einer definierten Inkubationsdauer mit dem Allergen und 
dem ersten und zweiten Bindemolekul die Degranulation abzu- 
stoppen. Dies kann z. B. durch eine Fixierung der Leukozyten 
erfolgen. Weiterhin ist es bevorzugt, nach der Inkubation die 
Erythrozyten zu lysieren. Eine Lyse der Erythrozyten und Fi- 
xierung der Leukozyten kann gegebenenf alls auch in einem 
Schritt erfolgen. So wird der Probe eine Losung zugegeben, die 
beispielsweise eine hohe Konzentration von Ammoniumchlorid 
sowie ETDA enthalt . Geeignet sind auch Losungen, die Formalde- 
hyd und/oder die Ethyl engylykol enthalten. Eine bevorzugte 
Losung zur Durchfuhrung der Lyse und Fixierung ist eine unter 
der Handel sbezeichnung FACS-Lysing Solution (Becton Dickinson) 
kommerziell erhaltliche Losung. Gegebenenf alls wird im An- 
schlulS an die Fixierung ein Waschschritt durchgef uhrt . 

Neben der Bestimmung von IgE und de novo exprimiertem Ober- 
f lachenmolekul kann das erf indungsgemaSe Verfahren auch die 
Bestimmung eines oder mehrerer zusatzlicher Parameter umfas- 
sen. So kann man die Probe zusatzlich mit einem dritten Binde- 
molekul inkubieren, das mit dem Oberf lachenmolekul CD45 binde- 
fahig ist, wobei das dritte Bindemolekul eine Markierungs- 
gruppe tragt oder mit einer Markierungsgruppe bindefahig ist, 
die separat neben den Markierungsgruppen des ersten und zwei- 
ten Bindemolekuls nachweisbar ist. Das dritte Bindemolekul ist 
vorzugsweise ein anti-CD45-Antikorper oder ein Fragment eines 
derartigen Antikorpers. 
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Durch zusatzliche Bestimmung von CD45, das nach Aktivierung 
der basophilen Granulozyten verstarkt exprimiert wird, kann 
die Genauigkeit der Bestimmung weiter erhoht werden. 

Ebenfalls ein weiterer Parameter, der im erf indungsgemafeen 
Verfahren bestimmt werden kann, ist das Seitwartsstreulicht, 
welches bei der Degranulation von Basophilen zunimmt. 

Die im erf indungsgemaSen Verfahren verwendeten Bindemolekule 
konnen eine Markierungsgruppe tragen oder mit einer Markie- 
rungsgruppe bindefahig sein. Wenn das Bindemolekiil eine Mar- 
kierungsgruppe tragt, d. h. direkt markiert ist, liegt es vor- 
zugsweise als kovalentes Konjugat mit der Markierungsgruppe 
vor. Andererseits kann das Bindemolekiil auch indirekt markiert 
sein, d. h. es tragt selbst direkt keine nachweisbare Markie- 
rungsgruppe sondern kann an eine weitere Substanz binden, die 
die Markierungsgruppe tragt . Beispiele fur indirekt markierte 
Bindemolekule sind Hapten-gekoppelte Antikorper, die mit einem 
eine Markierungsgruppe tragenden anti-Hapten-Antikorper bin- 
defahig sind. Die Kopplung von Markierungsgruppen und Haptenen 
an biologische Bindemolekule, insbesondere Antikorper oder 
Antikorperf ragmente, ist dem Fachmann auf dem Gebiet immunolo- 
gischer Testverf ahren bekannt und braucht daher nicht naher 
erlautert zu werden. Fur das erf indungsgemaSe Verfahren sind 
direkt markierte Bindemolekule bevorzugt . 

Als Markierungsgruppen fur die Bindemolekule sind im wesent- 
lichen alle auf dem Gebiet diagnostischer Nachweisverf ahren 
bekannten Markierungen geeignet, wobei die einzige Vorausset- 
zung darin besteht , dafi die einzelnen verwendeten Markierungen 
nebeneinander bestimmbar sind. Bevorzugt sind Fluoreszenzmar- 
kierungen mit jeweils einem unterschiedlichen spektralen Emis- 
sionsspektrum, z. B. Fluorescein, Phycoerythrin (PE) und Peri- 
dinium-Chlorophyll -A- Protein (Per CP) oder ein PE-Cyanin 5 
Tandemkonjugat (z. B. Cychrome) . Die Bestimmung wird bevorzugt 
in einem Durchf lufizytometer ausgefuhrt. 
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GemaS einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des vorliegen- 
den Verfahrens wird als weiterer Parameter ein DNA-Farbstof f , 
der neben den Markierungen von anti-IgE-Antikorper und Rezep- 
tor bestimmbar ist, zugegeben und bestimmt. Der DNA-Farbstof f 
dient zur Anfarbung der Zellkeme und somit dem AusschluB von 
Throtnbozyten und unlysierten Erythrozyten. Bevorzugt ist ein 
Fluoreszenzf arbstof f wie etwa 7-Aminoactinomycin D oder Propi- 
diumjodid. Besonders bevorzugt ist 7-Aminoactinomycin D. 

Die im erf indungsgemafien Verfahren verwendete Probe ist eine 
Korperf lussigkeit , die Granulozyten enthalt . Von besonderem 
Vorteil ist, dafi das erf indungsgemafee Verfahren auf Vollblut 
angewendet werden kann, ohne daS eine Zellisolierung von baso- 
philen Granulozyten erforderlich ist. Bevorzugt ist fur die 
Probe heparinisiertes Vollblut und sie stammt im Allgemeinen 
von einem Humanspender, obwohl auch andere Proben von Saugern 
wie etwa Nagern eingesetzt werden konnen. 

Das erf indungsgemafie Verfahren ist sehr einfach und schnell. 
Es kann an jedem handelsiiblichen Durchf luEcytometer durchge- 
fuhrt werden, die in alien mittleren und grofieren Krankenhau- 
sern bzw. Labors vorhanden sind. 

Die Verf ahrensbedingungen konnen je nach verwendetem Testfor- 
mat variiert werden. Als geeignete Bedingungen bei Verwendung 
von Fluoreszenzmarkierungen und einem durchf lufizytometrischen 
Nachweis der Markierungen haben sich fiir Schritt (a) , d. h. 
die Inkubation mit Testsubstanz, ein Zeitraum von 5 bis 60 
Min. bevorzugt von 20 bis 40 Min. bei einer Temperatur von 25 
bis 40°C, bevorzugt von 35 bis 39°C herausgestellt . Eine 30mi- 
nutige Inkubation bei etwa 37°C ergibt gute Ergebnisse. 
Schritt (b) wird bevorzugt im Kalten durchgef iihrt , um eine 
unspezif ische Degranulation zu vermeiden, wobei sich als ge- 
eignete Bedingungen eine Temperatur von 0 bis 10 °C, bevorzugt 
eine Temperatur von 0 bis 5°C fur eine Zeitdauer von 10 bis 40 
Minuten, bevorzugt von 5 bis 30 Minuten herausgestellt haben. 
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Sofern nach Schritt (b) eine Fixierung durchgefiihrt wird, ist 
eine weitere Kuhlung der Probe nicht essentiell, da durch die 
Fixierung eine weitere Degranulierung unterbunden wird. 
Schritt (c) , d. h. die Bestimmung der Markierungen erfolgt im 
AnschluS an die Inkubationen sowie gegebenenf alls Lyse und 
nachfolgende Waschschritte . Dabei ist die MeSprobe fur einen 
Zeitraum von mindestens einer Stunde, bevorzugt etwa zwei 
Stunden oder mehr, ausreichend stabil . 

Wie fur den Fachmann of f ensichtlich ist, werden bei einer 
Bestimmung nach dem erf indungsgemafien Verfahren zweckmaSig 
geeignete Kontrollen mitgefuhrt, wobei als Negativ-Kontrolle 
ein Ansatz ohne Testsubstanz und als Positiv-Kontrolle eine 
die Granulozyten aktivierende Substanz wie beispielsweise fMLP 
geeignet ist. Weiterhin ist es gunstig, eine Probe mitzufuh- 
ren, deren Werte im wesentlichen im Normbereich liegen, wie 
etwa eine Korperf lussigkeit eines gesunden Normalprobanden . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Reagenzienkit zur Bestimmung der Degranulationsaktivitat von 
basophilen Granulozyten in einer Probe. Der Reagenzienkit 
enthalt ein erstes Bindemolekul, das mit zellstandigen IgE- 
Antikorpern oder deren hochaffinen Rezeptoren bindefahig ist 
und ein zweites Bindemolekul, das mit einem Oberf lachenmole- 
kul, welches bei Degranulation de novo an der Oberf lache von 
basophilen Granulozyten erscheint, bindefahig ist, wobei das 
erste und das zweite Bindemolekul unterschiedliche nebenein- 
ander nachweisbare Markierungsgruppen tragen oder jeweils mit 
unterschiedlichen nebeneinander nachweisbaren Markierungsgrup- 
pen bindefahig sind. Gegebenenf alls kann der Reagenzienkit als 
weitere Nachweisreagenzien ein drittes Bindemolekul enthalten, 
das z. B. mit dem CD45 Oberf lachenmolekul bindefahig ist und 
eine neben den Markierungen des ersten und zweiten Bindemole- 
kul s nachweisbare Markierungsgruppe tragt bzw. mit einer sol- 
chen Markierungsgruppe bindefahig ist. AuSerdem kann der Rea- 
genzienkit auch einen DNA-Farbstof f enthalten. Weitere optio- 
nale Bestandteile des Reagenzienkits sind Testsubstanzen, d. 
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h. verschiedene Allergene bzw. Positiv-Kontrollsubstanzen wie 
fMLP. Au&erdem kann der Reagenzienkit auch noch Stimulantien 
wie Zytokine oder/und Reagenzien zur Lyse von Erythrozyten 
oder/und zur Fixierung von Leukozyten enthalten. 

Weiterhin kann der Kit zusatzlich ein Reagenz zur Lyse von 
Erythrozyten oder/und zur Fixierung von Leukozyten sowie gege- 
benenfalls ubliche Puffer, Hilfs- oder Zusatzstoffe enthalten. 

Ein bevorzugter Reagenzienkit entha.lt beispielsweise minde- 
stens eine Testsubstanz, einen anti-gp55-FITC-Antikorper, 
einen anti IgE-PE-Antikorper, eine FACS-Lysing Solution sowie 
gegebenenf alls 7-Aminoactinomycin D oder/und einen anti-CD45- 
PerCP-Antikorper und ein Stimulans wie etwa IL-3 oder GM-CSF. 

Ein nochmals weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Ver- 
fahren zur Diagnose von allergischer Hypersensitivitat eines 
Patienten bzw. eines Hyposensibilisierungserfolgs, welches 
dadurch gekennzeichnet ist, daS man die Degranulationsaktivi- 
tat von basophilen Granulozyten in einer Probe aus einem Pa- 
tienten durch das erf indungsgemaSe Verfahren unter Verwendung 
von einem oder mehreren Allergenen und einer Positivkontrolle 
als Testsubstanzen bestimmt, in einem weiteren Ansatz die 
Degranulationsaktivitat in einer negativen Kontrollprobe be- 
stimmt und das Vorhandensein oder die Abwesenheit einer al- 
lergischen Hypersensitivitat bzw. den Erfolg oder MiSerfolg 
einer Hyposensibilisierungstherapie durch Vergleich der erhal- 
tenen Werte ermittelt. 

Als negative Kontrollprobe dient zweckmafiig eine Probe aus dem 
selben Patienten, der keine Testsubstanz gemaS Schritt (a) des 
erf indungsgemaSen Verfahrens zugesetzt wurde, und bevorzugt 
wird als zweite negative Kontrollprobe eine stimulierte Probe 
eines gesunden Norma lprobanden mitgefuhrt. 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist die Verwendung 
von anti-gp55-Antikorpern in einem Verfahren zur Bestimmung 
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von Degranulationsaktivitat von basophilen Granulozyten sowie 
die Verwendung des erf indungsgemaSen Verfahrens bzw. Reagen- 
zienkits bei der Diagnose von allergischer Hypersensitivitat 
bzw. bei der Erf olgskontrolle einer Hyposensibilisierungs- 
therapie . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren wird weiter erlautert durch die 
nachfolgenden Beispiele in Verbindung mit den beigefiigten 
Abbildungen 1-6. Es zeigen: 

Abb. 1: die Auswertung eines erf indungsgemaSen Tests fur 

eine Negativkontrolle, 
Abb. 2: die Auswertung eines erf indungsgemaSen Tests fur 

eine Positivkontolle, 
Abb. 3-5: •einen Vergleich erf indungsgemaSen Tests mit einem 

Histamin-Release-Test des Standes der Technik und 
Abb . 6 : die Auswertung eines erf indungsgemaSen Tests bei 

Vorstimulation mit IL-3. 

Beispiel 1 

Peripheres Blut (heparinisiert) des Patienten wird mit unter- 
schiedlichen Konzentrationen des suspekten Allergens bei 37 °C 
inkubiert . Dadurch kommt es bei entsprechender Sensibilisie- 
rung zu einer Degranulation der basophilen Granulozyten und zu 
einer Aktivierung, die vor allem durch Expression des gp55- 
Antigens gekennzeichnet ist. Weiterhin sinkt die Expressions- 
dichte des IgE-Rezeptors und die Dichte von CD45 auf Basophi- 
len steigt . Das Seitwartsstreulicht steigt (Verlust der ab- 
sorbierenden Granula) und die Anzahl der Basophilen im Streu- 
lichtgate fur Lymphozyten verringert sich. Der Nachweis er- 
folgt durch eine Dreif arbimmunf luoreszenz und durchf luSzyto- 
metrische Analyse. Als Positivkontrolle dient das chemotak- 
tische Peptid fMLP, als Negativkontrolle Pufferlosung (PBS) . 
Die Einnahme von Antihistaminika hemmt den Test. 
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1. Materialien 

1 . 1 Reagenzien 

s Sheathf lussikgeit : FACS-Flow (Fa. Becton Dickinson, Best-Nr. 
342003) oder eine andere Tragerf lussigkeit mit niedriger Ei- 
genf luoreszenz . 

FACS-Lysing Solution, lOx-Konzentrat (Fa. Becton Dickinson, 
io Best-Nr. 349202) , 

Waschlosung: PBS (Phosphate buffered saline ohne Calcium und 
Magnesium) als fertige Losung oder Salze (z.B. Biochrom, Ber- 
lin) , oder PHAGO-BURST Waschlosung (Fa. ORPEGEN Pharma, Heidel- 
15 berg) . 

Chemotaktisches Peptid 

f MLP (2000x) (Fa. ORPEGEN), in PBS verdunnen. 

20 Zur Kalibration bei quantitativen Messungen: 

Calibrite Eichpartikel , Becton Dickinson, Best-Nr.: 349502 

1.2 Monoklonale Antikorper 

25 a) anti gp55-FITC, (ORPEGEN Pharma) , Bestell-Nr. 1464 (in 
der fertigen Kombination 1:4 vorverdunnt) 

b) anti IgE-PE (ORPEGEN Pharma),' Bestell-Nr. 1465 (in der 
fertigen Kombination 1:40 vorverdunnt) 

c) anti CD45 PerCP (Becton-Dickinson) oder CD45-Cychrome 
30 (Pharmingen) , Bestell-Nr. 

1.3 Allergene 

ALK-Depot SQ (Scherax) 6-Grasermischung + Roggen 100.000 U/ml, 
35 Bestell-Nr. 145a/90.90c 

Latex Allergen (ALYOSTAL ST-IR) Bestell-Nr. 0903 

ALK-prick SQ (Scherax) Bienengift, Zul.-Nr. 222a/85a, 300/xg/ml 
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ALK-prick SQ (Scherax) Wespengif t , Zul.-Nr. 223a/85a, 300/zg/ml 
Allergopen (Penicillin G, PPL und Derviat MDM) , Zul.-Nr. 
162a/81, 

Penicillin "Grunenthal" 1 Mega, PZN-7803133 
Milbenallergen der Firma Geer-Labs u.a.m. 

2 . Durchf uhrung 

2 . 1 Probenvorbereitung 

Die zu untersuchende Probe wird in Aliguots von jeweils 100 fil 
aufgeteilt. Bei hoheren Leukozytenzahlen (WBC von 10-20000 
Z//xl) kann ein geringeres Probenvolumen z. B. 50 fil verwendet 
werden. Mehrf achansatze sind nicht erforderlich. 

2.2 Vorbereitung der Allergenverdunnungen 

ALK-Depot SQ (Scherax) 6-Grasermischung + Roggen wird in Kon- 
zentrationen von 10.000, 1.000, 100 und 10 U/ml eingesetzt. 
ALK-prick SC (Scherax) Bienengift und ALK-prick SQ (Scherax) 
Wespengif t werden in Konzentrationenen von 10, 1, 0,1 und 0,01 
Hg/ml eingesetzt. Latexallergen, PPL (Allergopen) und MDM 
(Allergopen) werden in Verdunnungen von 1:10, 1:100 und 
1:1.000 eingesetzt. Penicillin Grunenthal wird in Konzentra- 
tionen von 100, 10, 1 und 0,1 /xg/ml eingesetzt. Als Negativ- 
Kontrolle dient PBS und als Positivkontrolle wird fMLP in 
einer Konzentration von 10" 7 M (d.h. 1:2.000 PBS) verwendet. 
Als weitere Kontrolle wird eine Probe aus einem gesunden Nor- 
malprobanden mitgef iihrt . 

2.3 Inkubation mit Allergen 

Je 100 fil der Allergenverdunnung werden zu einem Aliquot der 
Probe gegeben, gemischt und 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad 
inkubiert . Dann werden die Ansatze auf Eis gestellt. 



2.4 Zugabe der Antikorper 
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Dann werden folgende Antikorperlosungen zugegeben. 

a) 20 ill anti gp55-FITC (vorverdunnt) 

b) 20 /zl anti IgE-PE (vorverdunnt) 

c) 10 /zl anti CD45-Cychrome bzw. 20 /xl CD45-PerCP 

s 

Nach der Ant ikorper zugabe wird gut gemischt (Vortex) und fur 
20 Minuten lichtgeschutzt auf Eis inkubiert. 

2 . 5 Lyse und Fixierung 

10 

Dann erfolgt eine Zugabe von 2 ml FACS-Lysing- Solution (Ery- 
throzytenlyse und Leukozytenf ixation) , Mischen (VORTEX) und 
Inkubation 10 Minuten lichtgeschutzt bei Raumtemperatur . An- 
schlieSend wird 5 min bei 1300 U/min bzw. 300 g abzentrifug- 
15 iert und dekantiert . 

2 . 6 Waschen der Zellen 

Das Waschen der Zellen erfolgt durch Zugabe von 3 ml Wasch- 
20 losung (PBS) , Abzentrif ugieren (5 min 1300 U/min bzw. 300 g) 
und Dekantieren. 

2 . 7 Messung 

25 Die Messung der Probe erfolgt durchf luSzytometrisch, z. B. an 
einem FACScan Gerat . Die Stabilitat der Mefiprobe beragt ver- 
mutlich a 2 Stunden auf Flockeneis im Dunkeln. 

Die Gerateeinstellung ("BASO-SET" im Programm CellQuest®) kann 
30 wie folgt gewahlt werden. 
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Parameter 


Yerstarker 


Erwartungswert 


Auflosung 


FSC 


lin 


E00 (2,0) 


256 Kanale 


SSC 


lin 


360 


256 Kanale 


FL1 


log, 4 Dekaden 


620 


256 KanSle 


FL2 


log, 4 Dekaden 


500 


256 Kanale 


FI 3 


log, 4 Dekaden 


620 


256 Kanale ; 


Tripper nuf FSC 




100 


i 

1 


Kompensation 


FL1 - %FL2 


0,9 






FL2 - %FL1 


21 






FL2 - %FL3 


0,2 






FL3 - %FL2 


29 





- Filterkombinationen (im FACScan nicht variabel): 



Parameter: 


Spektnim 


Fluorochrom 


Filler 


FL1 Fluoreszenz 1 


Griinfluoreszenz 


FITC, TO 


BP 530+/- 15nm 


FL2 Fluoreszenz 2 


Orangefluoreszenz 


PE.PI 


BP 585 +/- 22 nm 


FL3 Fluoreszenz 3 


Rotfluoreszenz 


PerCP,Red613,Cy5, PI 


LP > 650 nm 



Es wird im Dotplot SSC/IgE eine Region um die Zellen mit ge- 
ringem und hohem Seitwartsstreulicht und starker IgE-Expres- 
sion gesetzt. Diese Zellen werden optional im Rahmen der Vali- 
dierung im Dotplot FL3 (CD45) vs FL2 (IgE) dargestellt und die 
x- bzw. y-Meanwerte dieser Population ausgewertet, weiterhin 
das FLl-Histogramm (gp55) . Die Marker werden so gesetzt, da£ 
die Auswerteregion den Bereich der gp55 positiven Basophilen 
erfasst (als Negativkontrolle dient der PBS Ansatz) . Der Mean- 
wert FL1 wird von alien (auch gp55 negativen) Zellpopulationen 
betrachtet. Es werden mog-lichst mindestens 1.000 Zellen von 
der interessierenden Subklasse (hier: Basophile) aufgenommen. 
Im positiven Ansatz entsteht eine bimodale Verteilung, in der 
die aktivierten basophilen Granulozyten eine eigene Population 
darstellen. Es kann daher der prozentuale Anteil betrachtet 
werden, was fur die Bewertung des Testergenisses ausreichend 
ist . 

3 . Auswertung 

Die Auswertung fur eine Negativkontrolle mit PBS ist in Abb. 1 
dargestellt. Die Auswertung fur eine Positivkontrolle mit fMLP 
ist in Abb. 2 dargestellt. 
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WO 98/32014 



PCT/EP97/00251 



- 17a - 

Die nachstehende Tabelle 1 zeigt typische Werte, wobei aus 
Plausibilitatsgrunden alle Parameter zu berucksichtigen sind. 
Ein Vergleich zwischen Negativkontrolle (PBS) und Positivkon- 
trolle (fMLP) zeigt, daS der Prozentsatz der Basophilen im 
wesentlichen stabil bleibt, die CD45 Expressionsdichte nach 
Aktivierung steigt und die IgE-Dichte leicht sinkt. Der Pro- 
zentsatz der gp55 positiven basophilen Granulozyen sowie der 
Mean gp55 Wert nimmt nach Aktivierung stark zu. 

Ansatz %Basos Mean CD45 Mean IqE %qp55 Mean qp55 
PBS 2,50 134 1032 3,3 33 

fMLP 2,35 349 981 30,6 369 

Ein Vergleich der Diagranrme fur CD 45 und gp55 bei der Posi- 
tiv- und Negativkontrolle zeigt, daS fur gp55 eine deutlich 
hohere allergenspezif isch induzierte Erhohung der Expression 
stattf indet . 

In den Abb. 3-6 sind Resultate des erf indungsgemaSen Verfah- 
rens dargestellt. Abb. 3 zeigt einen Verlgeich des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens (gp55 bzw. CD63 -Expression) mit dem her- 
kommlichen Histamin-Release-Test bei der Bestimmung einer Gra- 
serpollenallergie . Entsprechende Daten sind in Abb. 4 fur die 
Bestimmung einer Bienengif tallergie bzw. in Abb. 5 fur die 
Bestimmung einer Wespengif tallergie gezeigt. Aus Abb. 6 ist am 
Beispiel einer Latexallergenbestimmung ersichtlich, daS durch 
Vorstimulation mit einem Zytokin wie IL-3 die Degranulations- 
aktivitat der Basophilen deutlich verstarkt werden kann. 
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Legende : 

FSC = forward light scatter = narrow angle forward light scatter 
= ZellgroSe 

SSC = side scatter = orthogonal light scatter = Zellgranularitat 

algE-PE - IgE-PE = monoklonaler Antikorper gegen das Inununglobulin 
E, direkt konjugiert mit dem Fluoreszenzf arbstof f Phycoerythrin . 

gp55-FITC = monoklonaler Antikorper gegen das lysosomale Glyko- 
protein mit dem Molekulargewicht 55 kD, direkt konjugiert mit dem 
Fluoreszenzf arbstof f Fluorescein. 

CD45 CyChrome = monoklonaler Antikorper gegen das gemeinsame 
Zelloberf lachen-Glykoprotein von Leukozyten, direkt konjugiert mit 
dem Tandemf arbstof f PE-Cyanin 5 

Rl, R2, R3 = Regionen in denen bestimmte Zellen liegen und die als 
logisches Gate funktionieren. In diesem Falle die typischen 
Regionen fur basophile Granulozyten 

Ml = Markerregion in der die fur das Antigen gp55 positiv 
reagierenden Zellen liegen (degranulierte Basophile) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung der Degranulationsaktivitat von 
basophilen Granulozyten in einer Probe, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man 

(a) die Probe mit einer Testsubstanz vermischt und 
inkubiert , 

(b) die Probe mit einem ersten Bindemolekul, das mit 
zellstandigen IgE Antikorpern oder deren hochaf f inen 
Rezeptoren bindefahig ist, und einem zweiten Binde- 
molekul, das mit einem Oberf lachenmolekul, welches 
bei Degranulation de novo an der Oberflache von ba- 
sophilen Granulozyten erscheint, bindefahig ist, 
vermischt und inkubiert, wobei das erste Bindemole- 
kul und das zweite Bindemolekul unterschiedliche 
nebeneinander nachweisbare Markierungsgruppen tragen 
oder jeweils mit unterschiedlichen nebeneinander 
nachweisbaren Markierungsgruppen bindefahig sind, 
und 

(c) die Markierungen der Bindemolekule separat bestimmt 
und auf Basis dieser Bestimmung die Degranulations- 
aktivitat in der Probe qualitativ oder/und quantita- 
tiv ermittelt . 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probe mit einem die Degranulationsaktivitat 
verstarkenden Stimulans vorinkubiert . 

3 . Verfahren nach Anspruch 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Stimulans ein Zytokin, insbesondere IL-3 oder 
GM-CSF nimmt. 
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4 . Verf ahren nach den Anspruchen 1 bis 3 , 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man als erstes Bindemolekul oder/und als zweites 
Bindemolekul einen Antikorper Oder ein Antikorperf ragment 
verwendet . 

5. Verf ahren nach einen der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man als erstes Bindemolekul einen anti-IgE-Antikorper 
oder ein Fragment davon oder einen anti-Fc e Rl -Antikorper 
oder ein Fragment davon verwendet. 

6. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als zweites Bindemolekul einen anti-gp55 -Antikor- 
per oder ein Fragment davon verwendet . 

7 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man vor Schritt (c) Erythrozyten lysiert oder/und 
Leukozyten fixiert. 

8 . Verf ahren nach Anspruch 7 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man nach Fixierung einen Waschschritt durchf iihrt . 

9 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probe zusatzlich mit einem dritten Bindemole- 
kul inkubiert, das mit dem Oberf lachenmolekiil CD45 binde- 
fahig ist, wobei das dritte Bindemolekul eine Markie- 
rungsgruppe tragt oder mit einer Markierungsgruppe binde- 
fahig ist, die separat neben den Markierungsgruppen des 
ersten und zweiten Bindemolekiils nachweisbar ist . 

10. Verf ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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da£ man direkt markierte Bindemolekule verwendet . 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 daS die Bindemolekule nebeneinander nachweisbare Fluores- 

zenzmarkierungen tragen . 

12 . Verfahren nach Anspruch 11 , 
dadurch gekennzeichnet, 

10 daS man die Bestimmung in einem Durchf luBzytometer durch- 

fuhrt . 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 daS man die Probe zusatzlich mit einem DNA-Farbstof f , der 

neben den Markierungen der Bindemolekule nachweisbar ist, 
inkubiert . 

14 . Verfahren nach Anspruch 13 , 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daS der DNA-Farbstof f ein Fluoreszenzf arbstof f ist. 

15 . Verfahren nach Anspruch 14 , 
dadurch gekennzeichnet, 

25 daS der f luoreszierende DNA-Farbstof f 7-Aminoactinomycin 

D ist. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 dafi die Probe Vollblut ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Probe heparinisiertes Vollblut ist. 

35 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Probe eine Humanprobe ist. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die Inkubation von Schritt (a) wahrend 5-60 min 
bei einer Temperatur von 25-40°C durchf uhrt . 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Inkubation von Schritt (a) wahrend 20-40 min 
bei 35-39°C durchf uhrt . 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Inkubation von Schritt (b) wahrend 10-40 min 
bei einer Temperatur von 0-10°C durchfuhrt. 

22 . Reagenzienkit zur Bestimmung der Degranulationsaktivitat 
von basophilen Granulozyten, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS er mindestens ein erstes Bindemolekul . das mit zell- 
standigen IgE-Antikorpern bindefahig ist, und ein zweites 
Bindemolekul, das mit einem Oberf lachenmolekul , welches 
bei Degranulation de novo an der Oberf lache von basophi- 
len Granulozyten erscheint, bindefahig ist, enthalt, 
wobei das erste und das zweite Bindemolekul unterschied- 
liche nebeneinander nachweisbare Markierungsgruppen tra- 
gen oder jeweils mit unterschiedlichen nebeneinander 
nachweisbaren Markierungsgruppen bindefahig sind. 

23. Reagenzienkit nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er zusatzlich ein drittes Bindemolekul enthalt, das 
mit dem CD45-Oberf lachenmolekul bindefahig ist, wobei das 
dritte Bindemolekul eine mit den Markierungsgruppen des 
ersten und zweiten Bindemolekuls nachweisbare Markie- 
rungsgruppe tragt oder damit bindefahig ist. 
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24. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 22 oder 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er zusatzlich einen DNA-Farbstof f enthalt. 



25. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 20 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafe er zusatzlich Reagenz zur Lyse von Erythrozyten 
oder/und zur Fixierung von Leukozyten enthalt . 

26. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 22 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind. 

27. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 22 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er mindestens eine Testsubstanz, einen anti-gp55-FITC 
Antikorper, anti-IgE-PE Antikorper, FACS-Lysing Solution 
sowie gegebnenfalls 7-Aminoactinomycin D oder/und einen 
anti-CD45-PerCP Antikorper oder/und ein Stimulans ent- 
halt. 



28. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 22 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er weiterhin ubliche Puffer, Hilfs- oder/und Zusatz- 
stoffe enthalt. 



29. Verfahren zur Diagnose von allergischer Hypersensitivitat 
eines Patienten, bzw. eines Hyposensibilisierungserf olgs , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafe man die Degranulationsaktivitat von basophilen Granu- 
lozyten in einer Probe aus dem Patienten durch ein Ver- 
fahren nach einem der Anspruche 1 bis 21 unter Verwendung 
von einem oder mehreren Allergenen und einer Positivkon- 
trolle als Testsubstanzen bestimmt, in einem weiteren 
Ansatz die Degranulationsaktivitat in einer negativen 
Kontrollprobe bestimmt und das Vorhandensein oder die 
Abwesenheit einer Hypersensitivitat bzw. den Erfolg oder 
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den MiSerfolg einer Hyposensibilisierungstherapie durch 
Vergleich der erhaltenen Werte ermittelt. 

30. Verwendung von anti-gp55 Antikorpern in einem Verfahren 
zur Bestimmung der Degranulationsaktivitat von basophilen 
Granulozyten . 

31. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 
bis 21 bei der Diagnose von allergischer Hypersensitivi- 
ty. 

32. Verwendung eines Reagenzienkits nach einem der Anspriiche 
22 bis 28 bei der Diagnose von allergischer Hypersensiti- 
vitat . 

33. Verwendung eine Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 
21 bei der Erfolgskontrolle einer Hyposensibilisierungs- 
therapie . 

34. Verwendung eine Reagenzienkits nach einem der Anspriiche 1 
bis 28 bei der Erfolgskontrolle einer Hyposensibilisie- 
rungstherapie . 
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